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1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet. 

S This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 1 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items; 
I S Basis of the report 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations suporting such statement 



II 


□ 


lit 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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Date of completion of this report 
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preliminary examining authority: 

European Patent Office 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized officer 
Moreno de Vega, 0 

Telephone No. +49 89 2399 7486 




Form PCT/I PEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/CU99/00006 



I. Basis fth r p rt 

1 . This report has been drawn on the basis of (substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments (Rules 70. 16 and 70.17).): 
Description, pages: 

1- 12* as originally filed 
Claims, No.: 

2- 10* as originally filed 

1 with telefax of 08/12/2000 
Drawings, sheets: 

1/5-5/5* as originally filed 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of the international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 
55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in 
the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence 
listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 
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□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

5. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been 
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this 
report,) 



6. Additional obsen/atlons, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 


3-10 




No: 


Claims 


1,2 


Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 


4,5 




No: 


Claims 


1-3, 6-10 


Industrial applicability (lA) 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the 
claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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Reference is made to the following documents: 

D1: WO 94 12617 A (INT BIOTECHNOLOGY LAB INC) 9 June 1994 (1994-06- 
09) 

D2: EP-A-0 271 302 (SCRIPPS CLINIC RES) 15 Juni 1988 (1988-06-15) 
D3: EP-A-0 835 663 (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG) 15 April 1998 (1998- 
04-15) 

D4: US-A-5 840 303 (FERRARI CARLO ET AL) 24 November 1 998 (1 998-1 1 - 
24) 

D5: EP-A-0 534 615 (CYTEL CORP) 31 March 1993 (1993-03-31) 
Re Item V 

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step 
or industrial applicability; citations and explanations supporting such statement 

The applicant's observations submitted have been considered, some expressed 
opinions are nevertheless maintained for the following reasons: 

1 . Novelty (Article 33(2) PCT) 

D1 (see page 20 line 10 - page 23 line 15, page 40 lines 6-34, claim 40) 
discloses vaccine formulations comprising a mixture of two or more 
recombinant viruses, said viruses containing plural HBV antigens including 
surface and core antigens. These formulations are administered by different 
routes, including intranasal. 

D2 (see page 3 lines 10-30, page 7 line 47 - page 8 line 50) discloses an 
immunogenic polypeptide conjugate that comprises a HBcAg protein 
operatively linked through an amino acid chain to a pathogen related 
immunogen such as HBsAg, and vaccines containing said conjugate, to be 
administered via parenteral, rectal or oral routes. 

D3 (see page 1 lines 47-54, page 3, line 12 - page 4 line 50) describes a 
combined vaccine composition directed to the prevention of more than two 
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diseases, comprising HBsAg and an antigen selected from an antigen 
providing immunity against one or more of the following: diplitheria, tetanus, 
pertussis, inactivated polio, Haemophilus influenzae b and Hepatitis A. The 
vaccine is not intended to be administered via the nasal route. 

D4 (see column 2 line 49 - column 3 line 67, column 16 line 66 - column 17 
line 14) discloses peptides which induce MHC class I restricted cytotoxic T 
lymphocyte responses against HBV antigen, said peptides are derived from 
the HBV nucleocapsid and combined with other peptides or proteins that 
induce immune response to other HBV antigens, such as HBsAg. This 
document appears to be novelty destroying for claims 1 and 2. 

D5 (see page 3 line 5 - page 5 line 32, page 13 lines 13-20, claims 7-9, 17) 
discloses CT1_/T helper peptide conjugate comprising a CTL inducing peptide 
linked to a T helper peptide, where the CTL inducing peptide is HBsAg or a 
HBcAg and the T helper peptide is hepatitis B core peptide or tetanus toxoid, 
and pharmaceutical compositions comprising said peptides. This document 
appears to be novelty destroying for claims 1 and 2. 

Thus, claims 1 and 2 do not meet the requirements of Article 33(2) PCT. 

Claims 3-10 are considered to be novel, as they are not disclosed in the 
known prior art. 

2. Inventive step (Article 33(3) PCT) 

Claims 3 and 6-10 are not considered to be inventive. D4 and D5, 
considered to be the most relevant prior art, fail to disclose the vaccine 
formulation containing a hepatitis B Virus surface antigen plus the 
nucleocapsid antigen of Hepatitis B Virus (claim 3) or any other vaccine 
antigen (claim 6). The technical problem to be solved by these claims is the 
provision of formulations to enhance the immune response to antigens 
administered through mucosal routes. The solution provided by claims 3, 6- 
10 would be obvious for the person skilled in the in the light of the disclosure 
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of D4 and D5 and of D2, which described the combination of HBcAg and 
HBsAg in an inDmunogenic polypeptide conjugate. 

Claims 4 and 5 are considered to be inventive. D5, which is considered to be 
the most relevant prior art, fails to disclose a combined vaccine with a virus- 
like particle containing the nucleocapsid antigen of human papilloma virus 
(HPV) or hepatitis C virus (HCV). The technical problem to be solved by 
claims 4 and 5 is the provision of formulations to enhance the immune 
response to antigens administered through mucosal routes. The solution 
proposed by these claims is based on the synergistic effect in increasing 
immunogenicity produced by the combination of HBsAg plus another antigen 
(see Examples 4 and 5, Figures 4 and 5). The success of the combination of 
the surface antigen of a virus with antigens of HPV or HCV for the 
preparation of a vaccine composition with improved immunogenicity would 
not have been obvious for the person skilled in the art, because the nature of 
the interaction of these different antigens at the nasal level could not be 
predicted from the teaching of the prior art. 

3. For the assessment of the present claims 9 and 10 on the question whether 
they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT 
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the 
formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognize as 
industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound 
in medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound 
for first use in medical treatment and the use of such a compound for the 
manufacture of a medicament for a new medical treatment. 



Re Item VII 

Certain defects in the international application 

Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background 
art disclosed in the documents D2, D4 and D5 is not mentioned in the 
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description, nor are these documents identified therein. 



Re Item VIII 

Certain observations on the international application 

The wording of clainn 1 is unclear (Article 6 PCT). It seems that before 
"preservatives and stabilizers can be added" it should read "wherein"; 
moreover, the concentration of antigens is not expressed in concentration 
units, but in absolute mass units. 



Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-April 1997) 



New Claim 1. 

1. A vaccine formulation for nasal administration wherein the 

componenti3 are {aj siarface antigen from vims and (b) one or more 
non-living vaccine antigens synergi^ing in adjuvant effect with (a), 
the antigen concentrations axe in the range up to 1 mg each, 
preservatives and stabilizers can be added. 
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NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
THE INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 

(PCT Rule 71.1) 



Applicant's or agent's file reference 
074 



Date of mailing 
(day/month/year) 



08.02.2001 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/CU99/00006 



International filing date (day/month/year) 
01/12/1999 



Priority date (day/month/year) 
02/12/1998 



Applicant 

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA ...et al 



1 . The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the 
international preliminary examination report and its annexes, if any. established on the international application. 

2. A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bureau for communication 
to all the elected Offices. 

3. Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare an English translation of the 
report (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices. 

4. REMINDER 

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing 
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article 
39(1 )) (see also the reminder sent by the International Bureau with Form PCT/IB/301 ). 

Where a translation of the intemational application must be furnished to an elected Office, that translation must 
contain a translation of any annexes to the international preliminary examination report. It is the applicant's 
responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elected Office concerned. 

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume II of the 
PCT Applicant's Guide. 



Name and mailing address of the IPEA/ 

i 



European Patent Office 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized officer 
Danti, B 

Tel.+49 89 2399 3161 




Form PCT/IPEA/416 (July 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 



PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
074 


See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/CU99/00006 


International filing date (day/month/year) 
01/12/1999 


Priority date (day/month/year) 
02/12/1 998 


International Patent Classification (IPC) or nat 
A61K39/29 


ional classification and IPC 


Applicant 

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA ...et al 



1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 



and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 7 sheets, including this cover sheet. 

S This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which lave 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Aulhonty 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 1 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
I S Basis of the report 



citations and explanations suporting such statement 
Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



11 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 





Date of submission of the demand 
20/05/2000 



Name and mailing address of the international 
preliminary examining authority: 

J European Patent Office 
D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Date of completion of this report 
08.02.2001 



Authorized officer 
Moreno de Vega, C 

Telephone No. +49 89 2399 7486 




Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/CU99/00006 



I. Basis of the report 

1 This report has been drawn on the basis of (substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
' response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originaliy filed'' and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments (Rules 70. 16 and 70. 17).): 
Description, pages: 

1- 12' as originally filed 
Claims, No.: 

2- 10' as originally filed 

1 with telefax of 08/12/2000 
Drawings, sheets: 

1/5-5/5* as originally filed 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 
" language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of the international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 
55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in 
the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence 
listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 
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□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

5. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been 

considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this 
report.) 

6. Additional observations, if necessary: 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 


3-10 




No: 


Claims 


1,2 


Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 


4,5 




No: 


Claims 


1-3, 6-10 


Industrial applicability (lA) 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
see separate sheet 

VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the 
claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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Reference is made to the following documents: 

D1 : WO 94 12617 A (INT BIOTECHNOLOGY LAB INC) 9 June 1994 (1994-06- 
09) 

^ D2: EP-A-0 271 302 (SCRIPPS CLINIC RES) 15 Juni 1988 (1988-06-15) 
D3: EP-A-0 835 663 (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG) 15 April 1998 (1998- 
04-15) 

D4: US-A-5 840 303 (FERRARI CARLO ET AL) 24 November 1998 (1998-1 1- 
24) 

D5: EP-A-0 534 615 (CYTEL CORP) 31 March 1993 (1993-03-31) 



Re Item V 

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step 
or industrial applicability; citations and explanations supporting such statement 

The applicant's observations submitted have been considered, some expressed 
opinions are nevertheless maintained for the following reasons: 

1 . Novelty (Article 33(2) POT) 

D1 (see page 20 line 10 - page 23 line 15, page 40 lines 6-34, claim 40) 
discloses vaccine fonnulations comprising a mixture of two or more 
recombinant viruses, said viruses containing plural HBV antigens including 
surface and core antigens. These formulations are administered by different 
routes, including intranasal. 

D2 (see page 3 lines 10-30, page 7 line 47 - page 8 line 50) discloses an 
immunogenic polypeptide conjugate that comprises a HBcAg protein 
operatively linked through an amino acid chain to a pathogen related 
immunogen such as HBsAg, and vaccines containing said conjugate, to be 
administered via parenteral, rectal or oral routes. 

D3 (see page 1 lines 47-54, page 3. line 12 - page 4 line 50) describes a 
combined vaccine composition directed to the prevention of more than two 
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diseases, comprising HBsAg and an antigen selected from an antigen 
providing immunity against one or more of the following: diphtheria, tetanus, 
pertussis, inactivated polio, Haemophilus influenzae b and Hepatitis A. The 
vaccine is not intended to be administered via the nasal route. 

D4 (see column 2 line 49 - column 3 line 67, column 16 line 66 - column 17 
line 14) discloses peptides which induce MHC class I restricted cytotoxic T 
lymphocyte responses against HBV antigen, said peptides are derived from 
the HBV nucleocapsid and combined with other peptides or proteins that 
induce immune response to other HBV antigens, such as HBsAg. This 
document appears to be novelty destroying for claims 1 and 2. 

D5 (see page 3 line 5 - page 5 line 32, page 13 lines 13-20, claims 7-9, 17) 
discloses CTLTT helper peptide conjugate comprising a CTL inducing peptide 
linked to a T helper peptide, where the CTL inducing peptide is HBsAg or a 
HBcAg and the T helper peptide is hepatitis B core peptide or tetanus toxoid, 
and pharmaceutical compositions comprising said peptides. This document 
appears to be novelty destroying for claims 1 and 2. 

Thus, claims 1 and 2 do not meet the requirements of Article 33(2) PCT. 

Claims 3-10 are considered to be novel, as they are not disclosed in the 
known prior art. 

2. Inventive step (Article 33(3) PCT) 

Claims 3 and 6-10 are not considered to be inventive. D4 and D5, 
considered to be the most relevant prior art, fail to disclose the vaccine 
formulation containing a hepatitis B Virus surface antigen plus the 
nucleocapsid antigen of Hepatitis B Virus (claim 3) or any other vaccine 
antigen (claim 6). The technical problem to be solved by these claims is the 
provision of formulations to enhance the immune response to antigens 
administered through mucosal routes. The solution provided by claims 3, 6- 
10 would be obvious for the person skilled in the in the light of the disclosure 
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of D4 and D5 and of D2, which described the combination of HBcAg and 
HBsAg in an immunogenic polypeptide conjugate. 

Claims 4 and 5 are considered to be inventive. D5, which is considered to be 
the most relevant prior art, fails to disclose a combined vaccine with a virus- 
like particle containing the nucleocapsid antigen of human papilloma virus 
(HPV) or hepatitis C virus (HCV). The technical problem to be solved by 
claims 4 and 5 is the provision of formulations to enhance the immune 
response to antigens administered through mucosal routes. The solution 
proposed by these claims is based on the synergistic effect in increasing 
immunogenicity produced by the combination of HBsAg plus another antigen 
(see Examples 4 and 5, Figures 4 and 5). The success of the combination of 
the surface antigen of a virus with antigens of HPV or HCV for the 
preparation of a vaccine composition with improved immunogenicity would 
not have been obvious for the person skilled in the art, because the nature of 
the interaction of these different antigens at the nasal level could not be 
predicted from the teaching of the prior art. 

3. For the assessment of the present claims 9 and 10 on the question whether 
they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT 
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the 
formulation of the claims. The EPO, for example, does not recognize as 
industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a compound 
in medical treatment, but may allow, however, claims to a known compound 
for first use in medical treatment and the use of such a compound for the 
manufacture of a medicament for a new medical treatment. 



Re Item VII 

Certain defects in the international application 

Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background 
art disclosed in the documents D2, D4 and D5 is not mentioned in the 
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description, nor are these documents identified tlierein. 



Re Item VIII 

Certain observations on the international application 

The wording of claim 1 is unclear (Article 6 PCT). It seems that before 
"preservatives and stabilizers can be added" it should read "wherein"; 
moreover, the concentration of antigens Is not expressed in concentration 
units, but in absolute mass units. 
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i^eto Claim i. 

1 . A vaccine formiilation for nasal adininistratiorL wherein the 

components are [sl] surface antigen from virus and (b) one or more 
non-living vaccine antigens synergi^ing in adjuvant effect with (a), 
the antigen concentratioae are in the range up to 1 mg each, 
preservatives and stabilizers can be added. 



AMENDED SHEET 



TRATAI^DE COOPERACION EN MATEI^^DE PATENTES 

PCX 



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 
(Articulo 1 8 y reglas 43 y 44 del PCT) 



Reterencia del expediente del 
solicitante o del mandatario 


PARA CONTINUAR ver la notificacion de transmision del informe de biisqueda intemacional 
LA TRAMITACION (Formulario PCT/ISA/220) y, en su caso, el punto 5 de esta hoja. 


Solicitud intemacional n° 
PCT/CU 99/00006 


Fecha de presentacion intemacional (dia/mes/ano) 
1 Diciembre 1999 (0M2.1999) 


Fecha de prioridad (la mas antigua) 
(dia/mes/ano) 

2 Diciembre 1998 (02.12.1998) 


Solicitante 

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA 



El presente informe de busqueda intemacional, elaborado por esta Administracion encargada de la Busqueda Intemacional, se 
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Recuadro m TEXTO DEL RESUMEN (Continuacion del punto 5 de la primera boja) 



Formulaciones capaces de potenciar la respuesta inmune a antigenos de hepatitis B administrados 
por via mucosal. Las formulaciones constan de: a) un antigeno de superficie del virus de la hepatitis 
B (HbsAg) y b) un antigeno de la nucleocapsida del virus de la hepatitis B (HBcAg), generando 
potentes respuestas mucosales y sistemicas mediante una interaccion sinergica entre los antigenos 
de la formulacion. 

Estas formulaciones se aplican para generar vacunas tanto para uso humano como veterinario. 
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(57) Abstract 

The present invention relates fomulations capable of potentiating the immune response to antigens of hepatitis B administered through 
die miK^a Said formulauons comprise a) a surface antigen of hepatitis B (Hbs Ag) and b) an anUgcn of nucleocapside of hepatitis B 
vuus (HBc AgX-generating potent mucosa and sjrsiemic responses through a synergic interaction between the antigens of the formulation 
.The fomiulations of this mvention are applicable to the pharmaceutical industry as vaccine formulations both for human and aninud use. 

(57) R. sumen 

ii; Formulacioiics capaces de potenciar la respuesta immune a antfgenos de hepatitis B administi^dos por via mucosal. Las formulaciones 

'mS'rT.Wel"r.^!r„ ^r^^^ ^'^'^ ^ CHbsAg) y b) un antigenode la nucleocdpsida del vims de la hepatitis B 

.;:(IfflcAg). generando potentcs respucstas mucosales y s.st&iucas mediante una interacci&i.sindrgica entre los antigenos dc la formulacidn 
tEstas formulaciones sc aphcan para gcnerar yacunas tantoi para use humano como veterinario. 
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FORMULACIONES CONTENIENDO PARTICULAS SEMEJANTES A 
VIRUS COMO INMUNOPOTENCIADORES POR VIA MUCOSAL. 

Sector tecnico 

La presente invencion esta relacionada con la rama de la medicina, 
particularmente con el use de nuevas formulaciones de adyuvantes con 
antigenos vacunales. En este caso, el adyuvante es una particula 
semejante a virus (VLP), que al mismo tiempo constituye un antigeno de 
interes en la formulacion. El mecanismo de adyuvacion se basa en un 
efecto positivo de un antigeno sobre otro o en una interaccion sinergica 
entre los antigenos de la formulacion. 
Tecnica anterior 

El objetivo tecnico que se persigue con la invencion propuesta es, 
precisamente, el desarrollo de formulaciones capaces de potenciar la 
respuesta inmune a antigenos administrados por via mucosal, 
minimizando el numero de componentes de la formulacion al punto de 
que la actividad potenciadora se basa en las interacciones entre las 
mismas particulas a nivel mucosal, por una ruta capaz de generar una 
inmunidad mucosal y sistemica. Ademas, el desarrollo de vacunas 
combinadas para la via mucosal que tienen como antigeno central al 
^.ilBsAg, capaz de incrementar la respuesta a antigenos .coadministrados. 
■ I:;a ventaja obvia es^^te^ eleniehto ajeno a los 

/(antigenos ^de Ainteres yz-la-^^utilizacion de .-una M un ^ 

incremento de la respuesta inmune con el incremento en el numero de 
ajitigenos inoculados. Consideramos que- esta.es una base o nucleo para 
ehdesarrollo de. vacunas combinadas para uso mucosal. 
El HBcAg es extremadamente inmunogenico durante la infeccion por el 
virus de la hepatitis B (VHB) o luego de inmunizacion con el mismo. En 
muchos enfermos cronicos con el VHB, este es el unico antigeno capaz 
de generar una respuesta inmune. Aun en cantidades de nanogramos 
puede producir anticuerpos en ratones. Recientemente, varios estudios 
estructurales han revelado un numero de caracteristicas que ayudan a 
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explicar su potente inmunogenicidad. Este antigeno se une 
especificamente a receptores inmunoglobuHnicos de membrana para un 
aJto numero de celulas B murinas en reposo y en cantidad suficiente 
para inducir las moleculas coestimulatorias B7-1 y B7-2. De esta forma 
las celulas B no sensibilizadas, especificas para HBcAg pueden tomar, 
procesar y presentar aJ HBcAg a celulas T auxiliadoras virgenes in invo y 
a hibridomas de celulas T in vitro aproximadamente 10^ veces mas 
eficientemente que los macrofagos y celulas dendriticas. Esta relacion 
estructura funcion explica la gran inmunogenicidad del HBcAg (Milich, 
D.R. et al. 1997 Proc. Natl. Acad. Sci USA Dec23; 94(26): 14648-53). 
Estudios bioquimicos y serologicos indican que la resolucion de la 
infeccion aguda por el virus de la hepatitis B ocurre en el contexto de 
una eficiente respuesta inmune mediada por celulas, mientras que la 
infeccion cronica se caracteriza por una pobre e indetectable respuesta 
inmune mediada por celulas y una inmunidad humoral "relativamente 
eficiente". 

La inmunidad humoral y la mediada por celulas son reguladas por 
diferentes grupos de celulas T auxiliadoras. Un examen en un modelo 
murine acerca de los factores que influencian la induccion de celulas T 
auxiliadoras de tipo 1 (Thl) o de tipo 2 (Th2) para los antigenos de la 
nucleocapsida del VHB j(HBcAg/.HBeAg) revelo que dicho balance estaba 
i mfluido . pqr ( 1 ) ..la- e^^ 

HBeAg es soluble); (2) el complejo principal de histocompatibilidad 
i {^^^- del-^o^p^derg; y-.los'si'tiqs de celulas T que eran recohocidos;- (3) 
Teguiacidh cruzada entre las celulas Thl y Th2; (4) la tolerancia de 
celulas T, que es mas completa . para, Jhl. .que:;para Tii2; (5)._ el.. HBeAg. • 
secretado que deleciona preferencialmente las celulas Thl y (6) el 
tratamiento con citoquinas, que in mvo sesgo la predominancia de la 
respuesta hacia una respuesta Thl o Th2. Este balance Thl/Th2 de la 
respuesta es relevante para el curso agudo o cronico de la infeccion. Las 
celulas Th2 evaden preferencialmente la induccion de tolerancia en 
comparacion con su contraparte Thl. Dado que el HBeAg puede actuar 
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como un tolerogeno durante la transmision vertical del virus de la 
hepatitis B, eliminando las celulas Thl, la predominancia de celulas Th2 
especificas para HBeAg puede influir en la iniciacion y mantenimiento 
del estado de portador cronico. En este caso la terapia con citoquinas 
con el objetivo de variar la respuesta Th2 a Thl, pudiera ser beneficiosa 
en el tratamiento de la infeccion cronica con hepatitis B (Milich, D.R. 
1997 J. Viral. Hepat.;,4,Suppl 2: 48-59). . > 

El efecto de la circulacion del HBeAg sobre las celulas Thl especificas 
para HBcAg se examine transfiriendo celulas T especificas para 
HBe/HBcAg en ratones transgenicos dobles para HBeAg y HBcAg. La 
presencia de HBeAg serico elimino la respuesta anti HBcAg mediada por 
celulas Thl y la cambio en direccion al fenotipo Th2. Este resultado 
sugiere que, en un contexto de infeccion por hepatitis B, el HBeAg 
circulante. -tiene el potencial de eliminar preferencialmente las celulas 
Thl especificas de la respuesta inflamatoria anti-HBeAg y anti-HBcAg, 
necesaria para el aclaramiento viral, promoviendo la persistencia del 
virus de la hepatitis B (Milich-DR et al. 1998 J-Immunol. Feb 15; 160(4): 
2013-21). 

Se conoce que los anticuerpos anti-HBcAg estan presentes desde el 
inicio de la enfermedad y alcanzan altas concentraciones en el suero de 
pacientes cronicamente infectados con el VHB, pero estos anticuerpos 
V np,5,.profegen, Los anticuerpos anti-HBc. transmitidos, .pasiy,amente.;^,a 
recien nacidos de madres , que son .portadoras cronicas del VHB, no 
prptegen a estos ...ninos .d.e la infeccion por dicho yirus. (Beasley.et al. 
1977 American Journal of Epidemiology 105: 914-918). Sin embargo, se 
: ha fdemostrado que la inmiinizacion de chimpances, con antigeno de la 
-nucleocapsida protegio parcial' o completamente de la infeccion por el 
VHB (Iwarson, S. et al. 1985 Gastroenterology 88: 763-Zj67.; Murray,. K.. 
et al. 1987 Journal of Medical Virology 23: 101-107). En el estudio de 
Iwarson, tres chimpances fueron completamente protegidos. Luego del 
reto con el VHB, se incrementaron los niveles de anticuerpos anti HBc y 
anti HBe pero solo un animal seroconvirtio para anti-HBs. En el estudio 
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de Murray, 2 de 4 chimpances inmunizados mostraron un bajo nivel de 
replicacion viral luego del reto, el HBsAg fue detectable en el suero por 2 
o 3 semanas y luego estos chimpances desarroUaron una respuesta anti- 
HBs. Se hipotetizo que la proteccion incompleta pudo estar dada por la 
baja respuesta inmune en los animales vacunados sin adyuvante. 
Luego de la inmunizacion con el antigeno de la nucleocapsida del virus 
de la hepatitis de marmotas (WHcAg) en Adyuvante Complete de Freund 
(ACF), se pudo comprobar que la inmunogenicidad para la proteina de la 
nucleocapsida fue capajz de proteger contra reto con el virus (WHV) sin 
que hubiese deteccion de anticuerpos contra la proteina de superficie 
(WHs) ni sintomas de infeccion. Aunque no se descarta la posibilidad de 
que la proteccion estuviera mediada por anticuerpos anti-proteina de 
superficie no detectables ayudados por la respuesta Th anti- 
nucleocapside, se considero la actividad citotoxicas como responsable de 
la proteccion encontrada (Roos, S. et al 1989 J. Gen. Virol. 70, 2087- 
2095). En un segundo estudio con marmotas se esclarecio el papel del 
HBcAg y el WHcAg en la proteccion asi como el posible mecanismo. Las 
marmotas fueron inmunizadas con WHcAg y HBcAg y retadas 
posteriormente con una dosis alta del virus de marmotas. En este 
experimento se encontro que el WHcAg es un antigeno protector y que 
existe una:protecci6n cruzadaya que 4 de 6. marmotas inmunizadas con 
H 

marmotas. Ambos antigenos generaron aJtos titulos de anticuerpos con 
.upa^Teactiyddad^crUzada menof del 1%,! lo qye confirma los reportes de * 
proteccion con antigenos internes del virus de la hepatitis B. Como los 
epitopes B dominances de ambos antigenos, no pareceo serxonservados, 
este resultado tambien demuestra que los anticuerpos no son 
importantes para la proteccion. Las marmotas inmunizadas xon 
WHcAg/ HBcAg reaccionaron con una rapida respuesta de anticuerpos 
sericos contra proteinas de la superficie viral luego del reto con el virus 
de la hepatitis de marmotas, indicative de una ayuda de celulas T como 
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potencial mecanismo de proteccion luego de una inmunizacion con un 
antigeno viral interno. (Schodel-F et al Vaccine. 1993; 1 1(6): 624-8) 
La transfeccion con ADN dimerico del VHB de lineas celulares 
establecidas de higado de raton BALB/C (lineas ML) resulto en la 
expresion en estas lineas de antigenos del virus de la hepatitis B. La 
transferencia adoptiva de las celulas de bazo de ratones BALB/c 
inmunizados con celulas ML- 1:1 expresarido tajito el HBsAg como el 
HBcAg, causo la regresion de las celulas tumoraJes que expresan los 
antigenos correspondientes en ratones desnudos. En adicion, la 
transferencia de celulas de bazo de ratones BALB/c inmunizados con el 
HBsAg o el HBcAg tambien causo regresion tumoral. Estos resultados 
demuestran que el antigeno de superficie y el antigeno de la 
nucleocapsida pueden inducir una inmunidad que conduce a la 
reyeccion del carcinoma hepatocelular in vivo. (Chen, S.H. et al 1993 
Cancer-Res. Oct 1; 53(19): 4648-51) 

En la actualidad se encuentran en estudios clinicos fase II/IIl vacunas 
terapeuticas consistentes en polipeptidos con epitopes de la 
nucleocapsida de la hepatitis B especificos para el HLA humano. (Liaw, 
Y.F. 1997 J.Gastroenterol. HepatoL Oct; 12(9-10) S227-35). 
El efecto "carrier", definido como la provision de sitios de reconocimiento 
^de celulas T, iisicamente unidos a epitopes para celulas B para proveer 
unatayuda -1^ a^^la' sintesis-d un^uen 
ejemplo , de proteina portadora. . El HBcAg j^:representa^^ u^ 
altamente inmunogenico en humanos asi como en modelos animales. Su 
capacidad para aetivar directamente celulas .:B y generar . fuertes 
respuestas de . celulas T, ademas de suv-i'^eiiciente; procesamiento y 
presentacion por celulas presentadoras de antigenos sugieren que el 
HBcAg puede ser una molecula portadora ideal. Por tanto un numero 
grande de epitopes homologos y heterologos han sido conjugados 
quimicamente o fusionados geneticamente al HBcAg por metodos 
recombinantes para incrementar su inmunogenicidad. Estas estrategias 
han tenido exito. Se han disenado vectores de expresion en bacterias que 
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permiten la insercion de epitopes B heterologos en varias posiciones 
dentro de las particulas de HBcAg y la purificacion eficiente de las 
particulas hibridas. 

Los estudios de posicion de epitopes B demostraron que una insercion 
interna cerca del aminoacido 80 continua siendo inmunodominante 
permitiendo un incremento en la produccion de anticuerpos con 
respecto a las otras proteinas de fusion. Se han realizado estudios de 
inmunogenicidad con reto experimental en varios sistemas. Por ejemplo, 
una secuencia del Circunsporozoito Plasmodium berghei fue insertada en 
dicho sitio y la particula hibrida purificada HBcAg/CS fue altamente 
inmunogenica y protegio al 100% de los ratones retados 
experimentalmente contra la malaria. Con el proposito de desarrollar 
vacunas orales han sido utilizadas especies vivas avirulentas de 
Salmonella para introducir genes que codifican para las particulas 
hibridas de HBcAg (Milich, D.R. et al. 19.95 Ann. N.Y. Acad. Sci. May 31; 
754: 187-201). 

En resumen, aparte de la relacion del HBcAg con la proteccion, 
evidenciada total o parcialmente en chimpances o indirectamente 
referida por los experimentos con WHcAg, esta proteina posee un 
numero de caracteristicas que la hacen unica. Puede comportarse como 
un antigeno T dependiente y T independiente (Milich, D,R. et al. 1986 
.Sdence,i234, ^ 

adyuvantes-. y su inoculacion sensibiliza preferencialmente celulas Thl 
..'(Milichj,, 4t,|al.;- 1997,;rJ: Virql. 7 1„ 2 192-220 1):-, Ha demostrado ser 
muy eficiente como proteina portadora de epitopes heterologos (Schodel, 
F. et al. 1992 J. Virol. 66: 106-114; Milich-DR et a/. .1995 Ann-N-Y-Acad- 
Sci. May 31;"754: 187-20) y las celulas T auxiliadoras (Th) especificas 
para ella median la respuesta de anticuerpos tanto anti-HBcAg como 
anti-HBsAg (Milich, D.R. et al. 1987 Nature (London) 329: 547-549). 
Estas caracteristicas inmunologicas son unicas para el HBcAg 
particulado y no pertenecen a la forma no particulada de esta proteina, 
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el HBeAg (Milich, D.R. et al. 1997 Proc. Natl. Acad. Sci USA Dec 23; 
94(26): 14648-53). 

Descripcion detallada de la invencion 

En el trabajo objeto de la presente invencion se reporta por primera vez 
una formulacion para uso vacunal cuyos componentes fundamentales 
son el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B y el antigeno de 
la nucleocapsida del mismo virus en propbrciones adecuadas. Otros 
componentes son los estabilizadores y preservos. 

La formulacion HBsAg/HBcAg es novedosa por la potenciacion de la 
respuesta anti antigeno de superficie que se genera al mezclar el 
antigeno de la nucleocapsida. Ambos antigenos son componentes del 
virus de la hepatitis B. Por tanto, el papel del adyuvante lo toma otro 
antigeno del virus, atractivo per se oomo antigeno vacunal, por lo que se 
amplia el espectro de la respuesta anti-hepatitis B generada por la 
formulacion vacunal. Otras formulaciones de combinaciones con 
antigenos de nucleocapsidas, como es el caso de HBsAg/VLP del virus 
del papiloma humano y por extension de otros antigenos de capsidas 
virales con otras VLP, resultan en un incremento de los titulos para 
ambos antigenos. Producto de la mezcla del HBsAg con otros antigenos 
de nucleocapside, juntos o por separado (ejemplo 4), se pudo evidenciar 
un., incremento en la inmunogenicidad sobre otros antigenos 
icoinpculados,- vlo.> que^^^s^ 

.combinkci6n iconv..el HBsAg.iEn -general, •^estos resultados/permiten la^ 
generacion de; vacunas combinadas a nivel mucosal teniendo como 
nucleo al HBsAg y permiten ademas ,el aprovechamiento de las 
dnteracciones.;, positivas inter . :VLP, considerando x: las VLP .como 
estructuras proteicas o lipoproteicas organizadas, semejantes a virus, 

del orden de los nanometres. 

En el caso de la coinoculacion del antigeno de superficie y el antigeno de 
la nucleocapsida del virus de la hepatitis B, se podria generar entonces 
un producto con mejores caracteristicas que la vacuna actual contra el 
virus de la hepatitis B dado que: 
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-Es posible ampliar el espectro de la respuesta inmune generada porque 
el HBcAg es considerado como antigeno importante per se para la 
proteccion anti-VHB. Ademas, la respuesta inmune anti-HBsAg que se 
alcanza con la inoculacion mucosal a nivel de IgG serica es tan intensa 
5 como la obtenida por la inoculacion sistemica en alumina. 

-Entre las ventajas del nuevo producto estan las facilidades que ofrece la 
ruta de inmunizacion -inmunidad sistemica e inmunidad de mucosas al 
mismo tiempo, la eliminacion de los requerimientos de esterilidad y 
pirogenos asi como la posibilidad de eliminar los costos relacionados con 
10 la inyeccion y toda la logistica relacionada con la misma. 

-En general se aprecia la disminucion en el numero y exigencias en los 
controles de calidad, lo cual reduce los costos. 

-Se eliminan los efectos toxicos generados por la alumina y los danos 
relacionados con la inyeccion. 
15 -Es posible utilizar la formulacion inicial del HBsAg y el HBcAg como 
nucleo de vacunas combinadas o multiples. 

-Es posible con esta preparacion, favorecida aun mas por la ruta de 
inoculacion y por la introduccion de otro antigeno que per se confiere 
determinado grado de proteccion, vacunar a los no respondedores para 

20 el antigeno de superficie. 

-Las caxact^idsticas de esta formulacion la hacen apropiada para su 
' :s;vn':jntroducGion^^^^^ 

En el segUndo caso, los antigenos de nucleocapsida favorecedores de un 
.^;:;*4nereimqntp 4et la tinmiinqi?^nipidad de otros 'antigendsi^coinoculados. 

25 Encontramos una gran simplicidad en las formulaciones resultantes y a 
. la vez..el incremento en la valencia dcvestas vacunas con..un numero » 
minimo total de. antigenos y la posibilidad de eliminar el uso de 
adyuvantes que- introducen antigenos no interesantes para la 
proteccion. De esta forma se pueden obtener formulaciones tan 

30 reducidas como combinaciones.de la nucleocapsida de un virus con su 
antigeno de superficie, como es el primer caso, hasta formulaciones de 
nucleocapsidas de un virus con antigenos no capsidares de otro. Se 
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pueden obtener ademas, combinaciones de antigenos de una mayor 
complejidad, pero siempre utilizando este efecto novedoso que se 
describe en los ejemplos donde se demuestra que es posible potenciar 
antigenos del mismo patogeno, u otro no necesariamente viral -y de 
cualquier naturaleza-, usando nucleocapsides viraJes mezcladas, no 
asociadas covalentemente. 

En un tercer caso, es posible la generacion de vacunas combinadas que 
tengan como nucleo al HBsAg cuyo efecto inmunopotenciador sobre 
otros antigenos coinoculados queda demostrado en el ejemplo 4. Las 
ventajas de estas formulaciones estan dadas por la asociacion efectiva 
del HBsAg, antigeno central de la vacuna anti VHB, con otros antigenos, 
con los que se demostro un efecto sinergico en la respuesta generada 
para ambos antigenos. Este hecho, ademas. de poseer lo. atractivo de las 
variantes descritas anteriormente, posibilita que sea el HBsAg, antigeno 
protector contra una enfermedad de amplia distribucion mundial, el 
antigeno central de las formulaciones. 

En general, con respecto a otras vacunas mucosaJes, es posible senalar 
las siguientes ventajas: 

-El proceso de adyuvacion es por mezcla simple, no requiere garantizar 
adsorcion del antigeno y la cantidad de HBcAg u otro antigeno de 
;_jiucieocapsida, esta al nivel del HBsAg. 
j:Esjpermisibte4a^ 

posible para imuchos adyuvantes - mucosales, Jundamentalmente los ' 
particulados por encima de los 0.2vim. 

-La sencillez del proceso de produccion y lp3 altos niveles: de expresion 
con que se produce el HBcAg . en. E. coh^^ la ■obtencion de 

grandes cantidades con bajos costos en comparacion con otros 
adyuvantes mucosales. 

Las formulaciones objeto de esta invencion pueden presentar, en 
dependencia de la ruta de inoculacion y las especies a inmunizar, 
volumenes de 0.01 hasta lOmL. La dosis de los antigenos no capsidares 
puede variar entre 0.001 a Img, rango en que tambien se encuentra la 
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dosis del antigeno de la nucleocapsida o sus derivados en la formulacion 
vacunal finaJ. 

EJEMPLOS DE REALIZACION 
Ejemplo 1 

Con el objetivo de evaluar la inmunogenicidad del HBcAg, por via 
intranasal, se inocularon 3 grupos de 8 ratones BALB/c hembras con 
una dosis de 10|ig de antigeno en todos los casos. El primer grupo se 
inoculo con el antigeno en acemanano (CIGB, La Habana) 3mg/mL 
(peso liofilizado), adyuvante usado para la inmunopotenciacion de 
sistemas particulados por via nasal. El grupo 2 se inoculo con el 
HBcAg en solucion tampon fosfato-salina (PBS). Al grupo 3 se le 
inyecto el antigeno en alumina por via subcutanea y se utilize como 
grupo control de inoculacion sistemica. EI esquema seguido fue de 
inoculaciones los dias 0, 14 y 28 y la extraccion se realizo el dia 42. La 
respuesta de andcuerpos se cuantifico por ensayo inmuno-enzimatico 
(ELISA) para la determinacion de IgG anti-HBcAg en suero. 
El analisis estadistico de los resultados se realizo por el test de 
Student: p<0.05 se considero diferencia significativa. 
Se demostro que con el uso de acemanano no fue posible incrementar 
la respuesta inmune al HBcAg, ya que el antigeno en PBS genero una 
respuesta similar a,: la obtenida usando el acemanano como 
.inmunopot^ciadoP^Figv 4 Las^ 

tanto er^ acemanano como en PBS no difirieron significativamente de 
1^ ;itohteni(4a^^?pQr lel , antigeno. en alumina-por via.; subcutajiea. Este 
resultado avala el uso intranasal del HBcAg. 
Ejemplo 2 

Con el objetivo de demostrar la actividad inmunopotenciadora del 
HBcAg sobre el HBsAg por via intranasal, se ensayaron 4 grupos de 8 ~ 
ratones BALB/c hembras. El esquema tuvo 2 inoculaciones los dias 0 
y 14. La extraccion se realizo el dia 21. El grupo 1 se inoculo con 10|ig 
de HBsAg en PBS, el grupo 2 con lO^ig de HBsAg en acemanano 
(CIGB, La Habana) 3mg/mL (peso liofilizado), el grupo 3 con lO^ig de 
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HBsAg y lOng de HBcAg. Como control sistemico se utilize el grupo 4, 
donde se inocularon lOng de HBsAg en alumina por via subcutanea 
(Fig. 2). 

El analisis estadistico de los resultados se reaJizo por el test de 
Student: p<0.05 se considero diferencia significativa. 
De este experimento se evidencio que es posible potenciar la respuesta 
anti-HBsAg con la coinoculacion por via mucosal, en este caso 
intranasal, del HBsAg y el HBcAg. La respuesta fue significativamente 
superior con respecto al grupo donde se inoculo al HBsAg en PBS y 
similar a la alcanzada por el grupo en que se inoculo al HBsAg en 
acemanano. La inoculacion sistemica del HBsAg en alumina tampoco 
difirio significativamente de los grupos inoculados con acemanano por 
via nasaJ y.con .HBcAg por la misma via. 
Ejemplo 3 

Con el objetivo de estudiar el efecto potenciador del HBcAg a 
diferentes dosis en el modelo murino, se seleccionarbn 6 grupos de 6 
ratones BALB/c hembras. El esquema que se siguio fue: inoculacion 
los dias 0, 14 y 28 y extraccion los dias 26 y 42. Los grupos ensayados 
se correspondieron con: (1) 5 ng de HBsAg en PBS via nasal; (2, 3 y 4) 
5 ng de HBsAg con 5, 10 y 20jag de HBcAg respectivamente via nasal, 
r:45).,S|ig de-HBsAg en acemanano 3mg/inL via nasal y (6) 5^g de HBsAg 
en alijmina O.^mg/mLTJor via intramuscu 

El analisis estadistico de losi resiiltados: rse reaiizo? por ; 6i test 'de 
Student:-p<0.05 se considerd diferencia sigriificativa; 
En este experimento se corroboro que ^es posible potenciar la 
.respuesta^ianti-HBsAg . con IsciiCoinoculacion; por via;; intranasal del 
HBsAg y el HBcAg. La respuesta de IgG en suero para los tres grupos 
inmunizados con ambos antigenos fue significativamente sijperior a la 
que se obtuvo por inoculacion del HBsAg en PBS y similar a la 
alcanzada por el grupo en que se inoculo al HBsAg en acemanano. Los 
valores de titulo obtenidos por la inoculacion sistemica del HBsAg en 
alumina tampoco difirieron significativamente de los grupos 
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inoculados con acemanano por via nasal 3^ con alumina por via 
intramuscular. En el caso del grupo 4, la respuesta anti HBsAg 
disminuyo significativamente con respecto a la obtenida en el grupo 3, 
la diferencia entre ambos grupos reside en un incremento al doble en 
5 el grupo 4 con respecto a la cantidad de HBcAg inocuiada. Este 
incremento puede reducir las posibilidades de penetracion del HBsAg 
en la mucosa, disminuyendo de esta forma la respuesta al HBsAg. 
Ejemplo 4 

Con el objetivo de estudiar la interaccion de diferentes antigenos 

10 particulados, se emplearon las particulas semejantes a virus del Virus 
del Papiloma Humano 16 (VLP del VPH 16), el HBsAg y el HBcAg. Se 
ensayaron 8 grupos de 6 ratones BALB/c hembras cada uno. El 
esquema que se siguio fue: inoculacion los dias 0 y 14 con una 
extraccion a los 7 dias de la segunda inoculacion. 

15 Como se puede apreciar al comparar en el primer grafico la respuesta 
obtenida anti-HBsAg, cuando se inocula dicho antigeno mezclado con 
acemanano (grupo 6), es similar a la obtenida cuando se inocula con 
el HBcAg, (grupos 7) respectivamente. Lo cual constituye una tercera 
comprobacion del efecto inmunopotenciador del antigeno de la 

20 nucleocapsida del VHB. 

. De este experimento se puede concluir ademas que nijeL acemanano 
^■■,^,->^'^ ^V:;:;^ni.^:el "^HBcAg; incremental VbP de 

HPV, comoiise puede aprepiar al comparar los grupos 4 y 5 con el 8, en 
'':r'^':^pj[xc6^d^ respuesta f apt! VLP del VPHr El analisis estadisticd, 

2o... utilizando ' el test t de Student (p<0.05 se considero diferencia 
;Significativa), mostro que no .existen .diferencias. significativas entre 
estos tres grupos. 

Analizando la respuesta anti HBcAg del grupo 5, donde se inoculan 
solamente el HBcAg y las VLP de VPH, se puede encontrar que hay 
30 una disminucion fuerte de la respuesta anti HBcAg con respecto al 
grupo 7 donde se introduce el HBcAg junto al HBsAg. La presencia de 
estas dos particulas por si solas antagonizan a nivel de mucosa nasal. 
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La respuesta anti HBcAg en el grupo 5 es significativamente inferior a 
la respuesta generada por el mismo antigeno en presencia del HBsAg 
(grupo 7). Sin embargo, en el grupo 2, con la adicion del HBsAg se 
recupera la respuesta anti HBcAg de tal forma que se vuelve 
5 significativamente superior a la obtenida por el grupo 5 y no difiere 
significativamente de la respuesta anti HBcAg del grupo 7, donde este 
antigeno se enciientra junto al HBsAg, lo cual nos permite asumir la 
existencia de una interaccion positiva del HBsAg con los antigenos de 
la capsida del HPV y del VHB y de una interaccion negativa entre los 

10 antigenos de la capsida del VHB y del HPV. El efecto potenciador a 
nivel de mucosas puede ocurrir en ambas direcciones, lo cual 
posibilita el disefio de vacunas combinadas que tengan como nucleo al 

HBsAg o la combinacion HBs/HBc. ' 

Analizando la respuesta anti VLP, podemos apreciar que el efecto del 

15 HBsAg no solo restablece la respuesta anti HBcAg como ocurre en eL 
grupo 2 sino que potencia significativamente la respuesta anti VLP, 
como se puede apreciar cuando comparamos los grupos 1, 2 y 3 con 
el grupo 8 donde las VLP se encuentran en PBS. Entre los grupos 1, 2 
y 3 no hay diferencias significativas y los tres son significativamente 

20 superiores al grupo 8. 

. .Entre Ids grupos 1 y 3 donde el polisacarido se adiciOTia a la mezcla 
(grupD^ Ij' Xjrse^tiene^^i^ 

existieron diferencias significativas en cuanto a respuesta anti-HBsAg. 

Tampoco hubo diferencias en la respuesta anti HBsAg entre^el grupo 3 
as y los grupos en , que el HBsAg.se inoculo con el acemanano o con iel 

.HBcAg;,(grupos:6 y 7). Estos resultados evidencian:la. existencia de un 

efecto inmunopotenciador de las VLP del VPH sobre el HBsAg. 

Estos resultados avalan el uso de formulaciones combinadas por via 

mucosal usando al HBsAg como antigeno central. Tambien es 
30 atractiva la simple union del HBsAg a las VLP de HPV y se hace real la 

posibilidad de potenciacion de otros antigenos coadministrados con el 

HBsAg. 
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Estos antigenos, introducidos por via nasal, tienen como ventaja la 
posibilidad de obtener formulaciones complejas en las que 
encontramos una respuesta de anticuerpos que no disminuye con la 
introduccion de nuevos antigenos (como por ejemplo las VLP de HPV 
5 al HBcAg y el HBsAg, grupo 2), comparado con formulaciones 
combinadas sencilias como HBsAg/HBcAg o formulaciones simples 
como HBsAg/Acemanano. 
Ejemplo 5 

Con el objetivo de demostrar la actividad inmunopotenciadora del 
10 antigeno de la nucleocapsida del virus de la Hepatitis C (HCV NC) 
sobre el HBsAg por via intranasal, se ensayaron 3 grupos de 8 ratones 
BALB/c hembras. El esquema tuvo 3 inocuiaciones los dias 0, 14 y 
28. La extraccion se realizo el dia 42. El grupo 1 se inoculo con lO^g 
de HCV NC en PBS, el grupo 2 se inoculo con 5|ig de HBsAg en PBS y 
15 el grupo 3 con 5^g de HBsAg y lOng de HCV NC en PBS (CIGB, La 
Habana) (Fig. 5). 

El analisis estadistico de los resultados se realizo por el test de 
Student: p<0.05 se considero diferencia significativa. 
De este experimento se evidencio que es posible potenciar la respuesta 
20 anti-HBsAg con la coinoculacion por via mucosal, en este caso 
,^ir:: intra^ HBsAg y la nucleocapsida, del VHC . La respuesta fue 

;,v.. :r:t;nif^i^ifioattiya^ 
: HBsAg en PBS. 

i 

' . ' \ ■»* ;:■ i y >*; 'i:-.-!;' -'-i -v^A 'i i :; t • , ' ■ : . 

25 m DESCRIPCION DE>LAS FIGURAS 

Figura 1. Esquema de 3 dosis (0, 14 y 28 dias). La extraccion se 

• realizo el dia 42. Los grupos 1 y 2 fueron inoculados con 50(iL por via 

intranasal. El grupo 3 se inoculo por via subcutanea con lOO^xL. 



wo 00/32229 



15 



PCT/CU99/00006 



Figura 2. Esquema de 2 dosis (0, 14 dias). La extraccion se realize el 
dia 21. Los grupos 1, 2 y 3 fueron inocularon con SO^L por via 
intranasal. El grupo 4 se inoculo por via subcutanea con lOOfiL. 

Figura 3. Esquema de 3 dosis (0, 14, 28 dias). La extraccion se reaJizo 
5 el dia 26. Los grupos 1, 2, 3, 4 y 5 fueron inoculados por via 
intranasal con un volumen de SO^iL. El grupo 6 se inoculo por via 
intramuscular con lOOiaL. 

Figura 4. Esquema de 2 dosis (0, 14 dias). La extraccion se realizo el 
dia 26. Todos los grupos fueron inoculados por via intranasal con un 
10 volumen de SO^iL. La composicion de los grupos ensayados se muestra 
en la tabla que encabeza la figura. 

Figura 5. Esquema de 3 dosis (0, 14 y 28 dias). La extraccion se 
realizo el dia 42. Los grupos 1, 2 y 3 fueron inoculados con 50piL por 
via intranasal. 

15 
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REIVINDICACIONES 

1. Una formulacion farmaceutica para, uso nasal caracterizada 
porque sus componentes principales son (a) un antigeno de 
superficie viral y (b) uno o mas antigenos vacunales, que 
sinergizan en efecto adyuvante con (a), en una dosis que varia en 
un rango de hasta Img de cada antigeno per inoculacion, 
pudiendo adicionarse otros componentes como preservantes y 
estabilizadores de dicha formulacion. 

2. Una formulacion farmaceutica segun la reivindicacion 1, 
caracterizada porque su componente (a) es el antigeno de 
superficie del virus de la Hepatitis B y su componente (b) es un 
antigeno de nucleocapsida viral. 

3. Una formulacion farmaceutica segun las reivindicaciones 1 y 2, 
caracterizada porque su componente (b) es el antigeno de la 
nucleocapsida del Virus de la Hepatitis B. 

4. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1 y 2, 
caracterizada porque el componente (b) es una particula 
semejante a virus que contiene antigenos de la capsida del Virus 
del Papiloma Humajio. 

5. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1 y 2, 
caracterizada ^>.porque . el . componente (b) es..^.,una particula 
semejante a virus que contiene antigenos de la capsida del Virus 

.de la Hepatitis C. ; . . 

6. Una formulacion de acuerdo a la reivindicacion 1, caracteriza,da 
porque el componente (a) es el antigeno de superficie del virus de 
la hepatitis B y el componente (b) es un antigeno vacunal de 
cualquier naturaleza o una mezcla de estos antigenos vacunales 
que reciben un efecto inmunopotenciador del propio antigeno de 
superficie de la hepatitis B. 

7. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1-6, inoculada 
en estado liquido, solido o aerosol. 
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8. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1-6 para 
inoculacion mucosal. 

9. Una formulacion de acuerdo a la reivindicaciones 1-6 para uso 
como vacuna terapeutica. 

10. Una formulacion de acuerdo a las reivindicaciones 1-6 para 
uso como vacuna preventiva. 
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Primer Esquema 

1- 10|ig HBcAg / acemanano 3mg/mL IN 

2- lOng HBcAg / PBS IX IN 

3- lOng HBcAg / alumina 0.5mg/mL SC 



Inmunogenicidad del HBcAg 



5 6.00 
t. 5.00 
° 4.00 



3.00 
2.00 
1.00 
0.00 



Grupos 



Fig. 1 
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Segundo Esquema 

MO^ig HBsAg/ PBS IX IN 

2- 10|ag HBsAg/ acemanano 3mg/mL IN 

3- 10|ag HBsAg/ lOng HBcAg / PBS IX IN 

4- lOpig HBsAg/ Alumina 0.5mg/mL SC 



^ Efecto adyuvante del HBcAg 

I E 6,00 T '■ , i 

i i- 

I ^ 5.00 ~ : 

! 4.00 

! 2 ; J 

I 3.00 — = = 

I 2.00 ♦ '■ 

i 

\ 1.00 ^ 

0.00 J : \ 1 

G1 ' G2 G3 G4 

Grupos j 



Fig. 2 
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1- 5^g HBsAg / PBS IX 

2- 5ng HBsAg / 5f.ig HBcAg 

3- 5^ig HBsAg / lOMg HBcAg 

4- 5[ig HBsAg / 20|jg HBcAg 

5- 5ng HBsAg / acemanano 3mg/mL 

6- 5ng HBsAg / alumina 0.5mg/mL 



IN 
IN 
IN 
IN 
IN 
IM 



o 



6.00 
5.00 
4.00 
3.00 
2.00 
1.00 
0.00 



Efecto adyuvante del HBcAg 



G1 



G2 



G3 



G4 



G5 G6 
Grupos 



Fig. 3 



wo 00/32229 



4/5 



Cuarto Esquema: Sinergismo a nivel mucosal. 



Acemanano 3ing/mL 


X 






X 




X 






HBcAg 5ng/dosis 




X 






X 




X 




HBsAg 5|ig/dosis 


X 


X 


X 






X 


X 




VLP /HPVSug/dosis 


X 


X 


X 


X 


X 






X 



Titulos anti HBsAg 





4.50 








4.00 






o 
-1 


3.50 




3.00 




2.50 




2.00 




1.50 




1.00 



G1 G2 G3 04 G5 



G6 



G7 G8 
Grupos 



Titulos anti HBcAg 



H 4 
3 3 



4.50 
00 
50 



.00 
.50 
.00 
50 
00 



TJtulos anti VLP d« HPV 



2 4.5a 

o 

.3^50; 

3.00v 
2J50. 
. 2:00 

1.00 



Gl 



G3 G4 G5 G6 G7 G8 

Grupos 



Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 J 

Grupos 
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Fig. 4 La composicion, por grupos, en la parte superior de la figura. 
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Quinto Esquema 

1- lOng NC de HCV / PBS IX IN 

2- 5^g HBsAg/ PBS IX IN 

3- lOng HBsAg/ lOng HCV NC / PBS IX IN 



f 6 
i 5 



Adjuvant Effect of HCV Nucleocapsid 



3 

Groups 



Fig. 5 
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